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要 :【 目 的] 白蚁 是 自然 界 中 利用 木质 纤维 素 能 力 很 强 的 生物 ,是 纤维 素 酶 的 天 然 资源 库 。 本 研 

究 旨 在 挖掘 新 来 源 的 纤维 素 酶 基因 ,为 生物 质 能 源 的 高 效 利 用 提供 新 的 天 然 酶 。【 方 法 】 根 据 前 期 
蛋白 质 组 测序 的 结果 ,利用 PCR 结合 RACE LIE T Nr nd € X. Reticulitermes perilucifugus p-3)3&at 
Bg 7 ( B-glucosidase 7) 基 因 RpBg7 cDNA 全 长 序列 ;通过 生物 信息 学 软件 分 析 了 RpBg 的 序列 ;用 表 
达 载 体 pPICZaA 在 毕 赤 酵母 Pichia pastoris X-33 中 表达 RpBg7 蛋白 ,并 用 4- 硝 基 茶 基 -B-d- 吡 响 葡 
萄 糖 闫 (4-nitrophenyl g-d-glucopyranoside, 4pNPG) 为 底 物 检测 了 表达 的 RpBg7 蛋白 的 酶 活性 
【结果 】 获 得 了 近 瞳 散 白 蚁 的 一 个 内 源 性 B- 葡 糖 普 酶 7 基因 RpBg? ( GenBank 登录 号 : MND44395) , 
其 开放 阅读 框 长 1 485 bp ,编码 4905 个 氨基 酸 残 基 。RpBg7 蛋白 预测 分 子 量 为 57 kD, 4TH 
解 酶 1(glycoside hydrolase 1, GHI) Z3& , .R- 有 保守 的 碱 性 氨基 酸 残 基 Clul87 和 Glu394。 通 过 毕 赤 
酵母 表达 系统 成 功 表 达 RpBg7 蛋白 。 酶 活性 分 析 结 果 表 明 , 毕 赤 酵 母 胞 外 分 流 蛋 白 粗 酶 液 和 胞 内 
蛋白 粗 酶 液 中 RpBg7 酶 活性 分 别 为 4.43 和 7.47 U/mL。【 结论 ] 克 隆 并 利用 毕 赤 酵母 表达 了 近 上 暗 
dk Eu GHI 家 族 的 一 个 B- 葡 糖苷 酶 7 基因 RpBe7 ,为 后 期 纤维 素 酶 的 改造 和 应 用 提供 了 条 件 。 
关键 词 : 近 暗 散 白蚁 ; B- 葡 糖 普 酶 ; 纤维 素 酶 ; 毕 赤 酵母 ; 木质 纤维 素 
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Cloning of the B-glucosidase gene RpBg7 from Reticulitermes perilucifugus 
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Abstract: [Aim] Termites are the organisms with the high efficiency to use lignocellulose in nature, and 
are the natural resource reservoir of cellulases. This study aims to explore cellulase genes of new sources 
and to provide new natural enzymes for efficient utilization of biomass energy. [Methods] Based on the 
previous proteome analysis, the full-length cDNA sequence of g-glucosidase 7 gene ( RpBg7) was cloned 
from Reticulitermes perilucifugus by using RCR and RACE technology, and the ApBg7 sequence was 
analyzed by bioinformatic software. The RpBg7 protein was expressed with expression vector pPICZaA in 


Pichia pastoris X-33, and the enzyme activity of the expressed RpBg7 protein was assayed with 4- 

















基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 项 目 (31170350); 河南 省 基础 与 前 治 技术 研究 项 目 (142300410150 ) ; 河南 省 高 等 学 校 重点 科研 项 目 
(204210004 ) 

作者 简介 : 苏 丽 娟 , 女 , 1972 年 2 HE, 河南 宜 阳 人 , 博士 , 副教授 , 研究 方向 为 昆虫 生理 生化 ，E-mail: sulijuan816€ 126. com 

* 通讯 作者 Corresponding author, E-mail; songandong@ henau. edu. cn 

收 稿 日 期 Received; 2020-02-10; 接受 日 期 Accepted; 2020-04-15 






































1040 昆虫 学 报 Acta Entomologica. Sinica 63 35 





nitrophenyl B-d-glucopyranoside (4pNPG) as the substrate. [Results] We obtained an endogenous B- 


glucosidase 7 gene, ApBg7 ( GenBank accession no; MN944395) , from R. perilucifugus. Its open 


reading frame is 1 485 bp in length, encoding 495 amino acids. The RpBg7 protein has the predicated 


molecular weight of 57 kD and belongs to glycoside hydrolase 1 ( GH1) family with conservative basic 


amino acid residues Glu187 and Glu394. The RpBg7 protein was successfully expressed in the P. 


pastoris expression system. The enzyme activity assay results showed that the enzyme activity of RpBg7 in 


the crude solutions of extracellular secretion proteins and intracellular proteins of P. pastoris was 4. 43 


and 7.47 U/mL, respectively. [Conclusion] The g-glucosidase 7 gene of GH1 in R. perilucifugus was 


cloned and expressed in P. pastoris, providing conditions for the modification and application of 


cellulases afterwards. 


Key words: Reticulitermes perilucifugus; Q-glucosidase; cellulase; Pichia pastoris; lignocellulose 





木质 纤维 素 是 地 球 上 最 丰富 和 最 广泛 的 生物 能 
源 , 其 结构 组 分 包括 B 链接 的 聚合 纤维 素 ( p-linked 
polymeric cellulose) 、 半 纤维 素 酚醛 聚合 物 木 质 素 
和 其 他 一 些小 分 子 组 件 ( Ragauskas et al., 2005; 
Sethi et al., 2013) 。 这 些 组 分 通过 半 纤 维 素 的 分 子 
黏合 ,作为 支撑 骨架 包围 并 加 固着 纤维 素 和 半 纤 维 
素 ,木质 纤维 素 的 这 种 复杂 致密 的 结构 ,导致 其 木 
质 纤 维 素 解 聚 效率 低 (Ragauskas et al., 2006; 
Lange, 2007; Anderson and Akin, 2008; Yang and 
Wyman, 2008)。 由 于 白蚁 可 以 消化 摄 入 植物 材料 






































糖 酶 ) ,28% GHFSCZTAZEZS BS) , 1196 GHF7( 内 切 葡 
聚 糖 酶 /外 切 纤维 素 酶 ) ,9% GHF45( 半 纤维 素 酶 ) ， 
6% GHF1(B- 葡 糖苷 酶 ) ,2% GHF11( 半 纤维 素 酶 ) 
和 1% GHF8 和 GHF10( 纤 维 素 酶 ) (Scharf, 2015 )。 

白蚁 的 消化 道 可 分 为 前 肠 (foregut)、 中 上 肠 
(midgut) 和 后 肠 (hindgut)3 3E... Bi o fad 1R € 
(crop) FIHLA ( gizzard ) ,对 白蚁 取 食 的 木 块 进行 机 
械 人 研磨 ;中 肠 是 主要 的 消化 酶 分 布 和 营养 物质 吸收 
场所 ;后 肠 是 整个 消化 道 最 大 的 部 分 ,为 众多 的 肠 道 
共生 微生物 提供 生存 环境 ,这 些 共生 微生物 包括 细 





























中 高 达 9996 的 纤维 素 ,白蚁 和 其 肠 道 微生物 是 木质 
纤维 素 降解 酶 的 宝贵 资源 ,白蚁 在 消化 木质 纤维 素 
方面 受到 越 来 越 多 的 关注 (Ohkuma，2003 ;，Scharf 
and Tartar, 2008; Scharf and Boucias, 2010; Ni and 
Tokuda, 2013; 3X5y, 2018; 杜 娇 等 ,2019 ) 32 
今 为 止 ,文献 报道 有 110 多 种 经 过 PCR 扩 增 再 经 过 
异 源 重组 表达 的 白蚁 或 共生 的 消化 酶 ,这 些 酶 来 日 
于 13 种 白蚁 ,主要 有 黄 胸 散 白 蚁 Reticulitermes 
speratus (24% ) 、 人 台湾 乳 白蚁 Coptotermes formosanus 
(1796) JLP EL Reticulitermes flavipes (15% )、 
中 脉 象 白蚁 Nasutitermes costalis (1196) B U2 F4 
WX Nasutitermes takasagoensis (9% ) , TH e 39r A IX 
(690) M m HK FS 
Macrotermes barneyi (296 ) 等 ( 杜 娇 等 , 2019; BER 
等 , 2019 ) ;这 些 重 组 消化 酶 中 60% 来 源 于 细菌 ， 
29% 来源 于 宿主 白蚁 ,11% 来 源 于 共生 原生 物 ;这 些 























Neotermes | koshunensis 


菌 古 细菌 和 原生 生物 (Ni and Tokuda, 2013) , f 
究 者 普遍 认为 白蚁 的 木质 纤维 素 降 解体 系 由 白蚁 自 
吴 产 生 的 纤维 素 酶 与 肠 道 共生 微生物 群 (包括 肠 道 
共生 原生 动物 和 共生 细菌 ) 产 生 的 酶 系 共同 组 成 
(Scharf et al., 2011; Scharf, 2015 )。 通 过 对 白蚁 纤 
维 素 酶 . 半 纤 维 素 酶 和 木质 素 酶 的 来 源 分 析 , 可 以 推 
测 出 白蚁 在 摄食 木材 后 ,前 肠 在 研磨 食物 时 将 纤维 
二 糖水 解 酶 (cellobiohydrolase ，EG ) 和 B- 葡 糖苷 酶 
( B-glucosidase, BG) 与 食物 混合 ,EG 水 解 非 结 唱 区 
的 纤维 素 ,BG 从 末端 水 解 出 葡萄 糖 , 酶 解 作 用 主要 
在 中 肠 进 行 ;进入 后 肠 后 , 低 等 白蚁 的 共生 原生 生物 
产生 的 GH5, GH7 和 GH45 家 族 的 EG 酶 .CH3 家 
族 的 BG 酶 作用 于 结晶 区 的 纤维 素 , 高 等 白蚁 则 由 
后 肠 的 共生 原核 生物 产生 的 酶 作用 于 结晶 区 的 纤维 
素 (Ni and Tokuda, 2013) ; 半 纤 维 素 的 降解 则 可 能 
主要 依靠 共生 菌 群 产生 的 半 纤 维 素 酶 ;对 于 木质 素 ， 













































































酶 的 不 同 重组 表达 平台 已 经 应 用 ,其 中 细菌 和 酵母 
应 用 最 多 (分 别 为 47% FI 3496 ) ,其 次 是 杆 状 病毒 / 
昆虫 (11% ) 和 真菌 (8% ) 的 表达 系统 。 这 110 多 种 
酶 中 ,95% 为 糖 基 水 解 酶 (glycosyl hydrolase, GH), 
396 是 酚 氧 化 酶 /木质 素 酶 ,2% 是 酯 酶 。CH 家 族 有 
几 个 关键 家 族 组 成 ,主要 包括 42% GHF9 ( NUHR 























白蚁 几乎 不 能 降解 ,大 部 分 以 闭 便 的 方式 排出 体外 
( Geib et al., 2008; Brune, 2014) 。 

上 述 对 白蚁 木质 纤维 素 酶 的 研究 和 开发 在 一 定 
程度 上 丰富 了 工业 中 降解 木质 纤维 素 的 混合 酶 资源 
的 认识 ,但 是 目前 能 够 投入 生产 应 用 的 还 远 远 不 够 ， 
需要 进一步 研究 和 开发 利用 新 的 天 然 纤 维 素 酶 ， 




















9 Hj 


Li 


\ 丽 娟 等 : 近 暗 散 白蚁 B- 葡 糖 背 酶 基因 RpBe7 的 克隆 及 其 在 毕 赤 酵母 中 的 表达 1041 














此 ,本 研究 根据 前 期 蛋白 组 测序 的 结果 ,利用 PCR 
结合 RACE s EE f yr Hj HEISE Reticulitermes 
perilucifugus 的 B- 葡 糖苷 酶 7(B-glucosidase 7) 基 
RpBg7 ,通过 生物 信息 学 软件 分 析 了 近 暗 散 白 蚁 
RpBe7 序列 ,并 对 该 基因 进行 了 毕 赤 酵母 Pichia 
pastoris 表达 ,测定 表达 的 B- 葡 糖苷 酶 7 的 酶 活性 ， 
为 丰富 纤维 素 酶 资源 ,构建 新 型 高效 的 木质 纤维 素 
转化 技术 体系 提供 理论 依据 和 数据 支持 。 























1 材料 与 方法 


1.1 近 暗 散 白 蚁 采集 与 鉴定 

本 研究 所 用 的 近 暗 散 白 蚁 , 采 自 河南 省 信阳 市 
商城 县 金刚 合 (31°%48'N, 115?2'/E) 。 近 上 暗 散 白 蚁 一 
般 生 活 在 未 经 开发 的 山林 中 ,以 枯木 为 食 , 采 集 日 蚁 
时 连同 枯木 一 同 带 回 , 放 入 塑料 箱 内 , 置 于 阴暗 处 ， 
保持 温度 20 ~35%C .相对 湿度 50% ~70% 。 通 过 白 
蚁 群体 中 兵 蚁 的 外 部 形态 特征 ( 黄 复 生 等 , 2000) 以 
及 基于 白蚁 的 线粒体 16S rDNA 和 CON 基因 ( NCBI 
数据 库 中 的 序列 号 分 别 为 KX129973 fil KX290714) 
的 分 子 鉴定 结合 来 保证 白蚁 物种 鉴定 的 准确 和 
IE, 
1.2 近 暗 散 白 蚁 B- 葡 糖 背 酶 基因 的 部 分 序列 扩 增 

从 采 回 的 枯木 中 挑选 成 年 工 蚁 置 于 干净 平板 
内 ,平板 置 于 冰 上 。 按 住 白蚁 头 部 ,用 解剖 针 从 尾部 
轻 轻 将 白蚁 肠 道 拉 出 ,解剖 约 100 3k Je BET Trizol 
试剂 中 , 按 Invitrogen 的 操作 说 明 提 取样 品 总 RNA, 
参考 One-Step gDNA Removal and cDNA Synthesis 
Kit( 北京 全 式 金 生物 科技 有 限 公 司 ) 合 成 总 cDNA ; 
根据 SMARTer® RACE 5'/3' Kit( TaKaRa Clontech, 
日 本 ) 说 明 书 合成 5'RACE 和 3’RACE DNA, 

根据 前 期 等 重 标签 标记 (isobaric tags for relative 
and absolute quantitation, iTRAQ ) 蛋白 组 测序 的 结 
果 ( 未 发 表 ) ,设计 近 暗 散 白 蚁 肠 道内 的 B- 葡 糖苷 酶 
7 基因 的 引物 ,F: 5'-CATTGGGATCTGCCACAGCCT 
CTAC-3'; R: 5’-GTTGTCAATTAGAGTCCACGCCG- 
3', fi FH TransStart FastPfu DNA Polymerase( 北京 全 
式 金 生物 科技 有 限 公 司 ) 进 行 PCR 扩 增 ,反应 体系 : 
cDNA 1 pL, 正 反 向 引物 (10 pmol/L)% 1 pL, 5 x 
TransStart FastPfu 缓冲 液 10 uL, dNTPs (2.5 mmol/ 
L) 4 uL, TransStart FastPfu DNA 聚合 酶 1 uL, 无 菌 
水 补足 50 kwL。 反 应 程序 : 95% 预 变性 2 min; 95% 
变性 20 s, 55% 20 s, 72%C 延伸 1 min ,循环 35 次 ; 
72*C iili. 10 min。 电 泳 检测 后 将 之 转 和 到 pEASY- 
























































Blunt Simple 克隆 载体 (北京 全 式 金 生物 科技 有 限 公 
司 ) ,转化 筛选 并 提取 质粒 测序 ,得 到 部 分 序列 。 
1.3 RACE 扩 增 近 暗 散 白蚁 B- 葡 糖苷 酶 基因 的 
全 长 

由 于 用 反 转 录 扩 增 的 蛋白 序列 不 完整 , 仅 有 部 
分 序列 ,因此 使 用 5 RACE 481 3' RACE 技术 来 获得 
该 基因 的 全 长 序列 。 根 据 1.2 节 中 得 到 的 B- 葡 糖 
TERT 基因 的 部 分 序列 ,设计 该 基因 的 5'RACE 和 
3'RACE 特异 性 引物 。5’ RACE 引物 序列 : 5'- 
GCTAGAACAGGATTGGTCCATCCACC-3'; 3'RACE 
引物 序列 : 5'-CATTGGGATCTGCCACAGCCTCTAC- 
3'。 以 1.2 节 合 成 的 近 暗 散 白 蚊 肠 道内 容 物 RACE 
cDNA 为 模板 , 扩 增 其 5" 端 序列 和 3 ' 端 序列 。 

S'RACE 的 反应 体系 (25 uL): 1.2 节 中 制备 的 
S'RACE cDNA 1 uL, 10 x Buffer 2. 5 uL, LATaq 
0.25 uL, 5'RACE 引物 (10 mmol/L) 0.5 uL, UPM 
2.5 uL, 无 菌 水 17.25 uL, PCR 反应 程序 : 94^C 预 
变性 4 min; 94% 变性 30 s, 68% 30 s, 72% 延伸 3 
min, 循环 35 次 ; 72C 保温 10 min; 3'RACE 的 扩 增 
体系 、 反 应 程序 与 5'RACE 基本 相同 , 仅 将 模板 和 引 
物 换 为 3'RACE cDNA fI 3'RACE 引物 。 通 过 琼脂 
糖 凝 胶 (1.2% ) 电泳 (DYY-6C 琼脂 糖水 平 电泳 仪 ， 
北京 六 一 仪器 厂 ) 检 测 PCR 产物 ,切割 目的 条 带 , 送 
上 海 生 物 工程 有 限 公 司 进行 序列 测定 。 测 序 成 功 后 
拼接 序列 ,设计 特异 性 引物 BG-ORF-F: 5'-ATGG 
GGAGTGATAATTGGGCCACAGA-3' 和 BG-ORF-R: 
5'-CTAAGAACTCTCGACACCCAGAAATTC-3’。 以 近 
上 暗 散 白 蚁 肠 道内 容 物 cDNA 为 模板 , 扩 增 其 开放 阅 
读 框 ,PCR 的 反应 体系 和 反应 程序 同 1.2 节 。 反 应 
结束 后 ,如 上 述 方法 检测 并 送 测 。 
1.4 序列 分 析 和 系统 发 育 树 的 构建 

使 用 Blast 工具 在 NCBI 数据 库 中 进行 BLASTp 
同 源 序 列 分 析 ,选取 同 源 性 较 高 的 不 同 昆 虫 的 B- 葡 
糖苷 酶 ,以 黄粉 虫 Tenebrio molitor 为 外 群 ,用 MEGA 
7 (7. 0.14) 软 件 ,选择 Jones-Taylor-Thornton (JTT) 
模型 ,用 最 大 似 然 法 (maximum likelihood method ) 构 
建 系统 进化 树 进 行 聚 类 分 析 。 在 Swiss-Model 网 站 
(网 址 : https: // swissmodel. expasy. org/) 预测 各 个 
基因 的 3D 模型 ;利用 pyMOL (http: // www. pymol. 
org) 对 蛋白 进行 单 体 的 3D 结构 预测 ;在 Expasy 网 
站 (molecular weight) 和 等 电 点 (isoelectric point) ( 网 
hk: http: // web. expasy. org/compute, pi/) 计算 蛋白 
的 分 子 量 ; 用 SignalP 4. 1 Server( 网 址 : http : / www. 
cbs. dtu. dk/services/SignalP/ ) 分 析 和 蛋白 质 的 信和 号 肽 。 
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1.5 ”表达 载体 构建 及 毕 赤 酵 母 的 电 转 化 

JH pPICZaA 胞 外 表达 载体 ( Invitrogen , 美国) , 
去 掉 信 号 肽 和 终止 密码 子 , 设 计 引 物 引 入 Xho TI 
Not 工 两 个 酶 切 位 点 ,BG-P-F: 5'-CCGetegagAAAA 
GAGCTTGGAACGAAGATGGTAAGGGCG-3'; BG-P- 
R: 5'-AAAAGGAAAAgceggecgcAGAACTCTCGACACC 
CAGAAATTCTACAGG-3' (小写 字母 为 酶 切 位 点 ) 。 
PCR 体系 与 程序 同 1.2 节 。 空 pPICZaA 载体 和 回 
收 后 的 RpBe7 扩 增 片段 用 Xho EI Not 工 限制 性 消 
化 酶 (江苏 轴 公 生命 科技 有 限 公司 ) 进行 双 酶 切 , 酶 
切 体系 : Xho I 1 uL, Not I 1 pL, 质粒 DNA 1 ug/ 
DNA 片段 200 ng ,高 纯 水 补足 20 pL, 37€ 水浴 30 
min , 酶 切 后 进行 电泳 和 回收 。 用 T4 DNA 连接 酶 
(NEB ,美国 ) 连 接 目的 基因 与 空 载体 ,连接 体系 : T4 
DNA 连接 酶 1 pL, 用 无 菌 水 补足 20 pL,37C 连接 
30 min。 连 接 体 系 转化 人 大 上 肠 杆 菌 Escherichia coli 
DH5a 感受 态 细胞 中 ,挑选 PCR 结果 正确 的 转化 
子 ,提取 质粒 并 用 双 酶 切 验证 ,体系 及 条 件 同 上 。 用 
Stu 工 (江苏 愚 公 生 命 科 技 有 限 公 司 ) 线 性 化 酶 切 处 
理 融 合 质粒 , 电 转 入 毕 赤 酵母 X-33 感受 态 细胞 , 电 
转 条 件 : 电 压 1.5 kV ,电容 25 kF ,电阻 200 0 ,电击 
时 间 5 ms。 然 后 将 转化 后 的 液体 涂 布 在 博 来 霉 素 
浓度 为 500 ug/mL 的 YPDS (酵母 粉 1% , 胰 和 蛋白 肪 
2% , 简 萄 糖 2% ,琼脂 粉 2% 和 1 mol/L 山梨 醇 ) 平 
板 ,挑选 长 势 较 好 的 单 克隆 进行 验证 。 用 酵母 基因 
组 DNA 提取 试剂 盒 (北京 天 根 生化 科技 有 限 公 司 ) 
提取 转化 子 的 基因 组 DNA( 提 取 步 又 详 见 说 明 书 ) 。 
用 5AOXI 5| 4j ( 5'-GACTGCTTCCAATTGACAAGC- 
3') 与 基因 下 游 引物 BG-P-R 进行 PCR 验证 ,反应 体 
A: 酵母 基因 组 DNA 50 ng, 2 x Taq Mix 10 pL, 
5AOX I (10 pmol/L) 0.4 uL, BG-P-R( 10 pmol/L) 
0.4 uL, 无 菌 水 补足 20 pLo Iz fiy: 94Y fl AE 
性 4 min; 94*C 变性 30 s, 55% 30 s, 72% 延伸 1 
min, 循环 32 次 ;72% 保温 10 min, 
1.6 近 暗 散 和 白蚁 p-A ET ESTE EE ZR EE BET B SR 1A 
及 检测 

为 了 诱导 表达 B- 葡 糖苷 酶 表达 ,用 博 来 霉 素 浓 
度 为 100 pg/mL 的 50 mL BMGY 培养 基 培养 1.5 节 
获得 的 阳性 转化 子 (为 确保 洲 氧 量 , 培 养 基 体积 最 
好 不 超过 容器 容积 的 10% ) ,30Y 过 夜 培养 16 ~ 18 
h。 室 温 1 500 g 离心 5 min KEKE. MEREK 
浓度 为 100 pg/mL 的 50 mL BMMY 培养 基 重 悬 菌 
体 ,30% 培养 。 每 24 h 取样 并 补 加 甲醇 至 终 浓 度 为 
1% 诱 导 近 暗 散 白蚁 B- 葡 糖苷 酶 的 表达 ,7 d 后 得 到 




































































诱导 表达 菌 液 。 对 转化 入 空 pPICZaA 的 X-33 毕 赤 
酵母 进行 同样 的 培养 ,作为 后 续 实 验 的 阴性 对 照 。 
诱导 表达 菌 液 胞 外 分 泌 和 蛋白 (extracellular secretion 
proteins ) 粗 酶 液 的 提取 方法 是 , 取 50 mL 的 诱导 梢 
液 ,4% 5 000 r/min 离心 5 min, 分 离 上 清和 菌 体 沉 
淀 。 上 清 中 分 次 加 入 固体 硫酸 铵 ,一 边 搅 拌 一 边 加 
入 ,直至 硫酸 饼 达 到 饱和 。4%C 12 000 g 离心 10 
min, 取 沉 淀 用 10 mL 0. 1 mol/L PBS 溶解 ,用 0.1 
mol/L PBS 进行 透析 ,透析 2 次 ,每 次 3 hh; 透析 后 用 
PEG 20000 浓缩 至 5 mL, 即 得 到 诱导 表达 菌 液 的 胞 
外 分 泌 和 蛋白 粗 酶 液 。 菌 体 胞 内 蛋白 (extracellular 
proteins) 的 提取 方法 为 ,用 10 mL 无 戎 水 彻底 悬浮 
菌 体 ,吸取 菌 液 ,4%XC 5 000 r/min 离心 5 min, 弃 上 
清 , 重 复 3 次 ;向 离心 管 中 加 入 650 pL 山梨 醇 
Buffer ,再 加 入 50 U 酵母 细胞 破 壁 酶 ,30% 水 浴 1 h, 
室温 4 000 r/min 离心 10 min, 弃 上 清 , 收 集 沉淀 ,加 
入 1 mL 0. 1 mol/L PBS( pH 7.4) 清 洗 菌 体 沉 淀 ， 
复 3 次 ,再 加 入 0.8 mL 0.1 mol/L PBS(pH 7.4) 收 
集 沉淀 ,使 用 超声 波 细 胞 破碎 仪 破碎 菌 体 , 参 数 为 功 
率 35% ,工作 3 s, IH]ISK3 s, 破 碎 3 min,4%C 10 000 r/ 
min 离心 10 min ,上 清 稀释 至 5 mL, BASSINS PR F1 
粗 酶 液 。 

用 10% SDS-PAGE 电泳 检测 胞 外 分 泌 和 蛋白 粗 
酶 液 和 胞 内 蛋白 粗 酶 液 中 目的 蛋白 的 表达 情况 ,并 
用 4- 硝 基 葵 基 -B-d- 吡 喃 葡萄 糖苷 (4-nitrophenyl B- 
d-glucopyranoside, 4pNPG) 作为 底 物 测定 B- 葡 糖苷 
酶 7 的 粗 酶 活性 ,同样 条 件 培养 的 空 pPICZaA-X33 
毕 赤 酵母 的 胞 外 分 泌 和 蛋白 粗 酶 液 或 胞 内 和 蛋白 粗 酶 液 
作为 阴性 对 照 。 粗 酶 活性 测定 体系 总 体积 为 200 
hL, 胞 外 分 泌 蛋 白 粗 酶 液 或 胞 内 蛋白 粗 酶 液 50 uL, 
50 uL 底 物 ,100 uL pH 4. 8 醋酸 钠 缓冲 液 , 于 50°% 
水 浴 反 应 10 min 后 加 入 3 mL 0. 2 mol/L Na, CO, 终 
止 反应 。 在 408 nm 处 测量 吸光 度 A ,根据 公式 4 = 
&bc( A 为 反应 体系 在 408 nm 处 测量 吸光 度 ,pNP 的 
消光 系数 se =1.74 x 10 "7 mol*em* mL, X HE f M 
厚度 ,c 为 pNP 的 浓度 ) 计算 产 物 pNP 的 浓度 ,从 而 
得 到 葡萄 糖 的 浓度 。 酶 活性 测定 重复 3 次 。 酶 活力 
单位 (U) 定 义 为 1 min 内 生成 1 umol 底 物 所 需 的 酶 
量 为 一 个 酶 活力 单位 。 




































































2 结果 


2.1 近 暗 散 白蚁 B- 葡 糖 音 酶 基因 序列 及 结构 预测 
PCR 结合 RACE 克隆 获得 了 近 了 上 暗 散 日 蚁 的 一 
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个 内 源 性 B- 葡 糖苷 酶 7 基因 序列 (GenBank 登录 
号 : MN944395) ,开放 阅读 框 长 1 485 bp, 编码 495 
个 氨基 酸 残 基 ,经 Swiss-Model 建 模 其 3D 结构 ,该 基 
因 编 码 的 蛋白 是 一 个 (aq/B) 8-TIM 桶 装 结构 ,在 催 
化 活性 口袋 内 具有 保守 的 碱 性 氨基 酸 残 基 Glu187 
和 Glu394 , 这 些 是 糖苷 水 解 酶 1(glycoside hydrolase 
1, GHI) 家 族 B- 葡 糖苷 酶 的 典型 特征 ,因此 认为 其 
属于 GH1 家 族 , 将 该 基因 命名 为 RpBgT, TE Expasy 
网 站 预测 RpBg7 的 分 子 量 是 57 kD ,等 电 点 5.51 ,不 
稳定 系数 为 38. 4 , SignalP 4. 1 Server 分 析 RpBg7 的 
言 号 肽 位 于 第 1 -42 位 氨基 酸 。 
使 用 Phyre? 分 析 了 蛋白 的 二 级 结构 ,发 现 该 恒 
HEET 19 个 wa 螺旋 和 14 个 B Dre, BERTI 
3D 结构 预测 并 与 恒 春 新 白蚁 的 B- 葡 糖苷 酶 NkBg 
(GenBank 登录 号 : AB073638.2) 进行 了 结构 对 比 ， 
发 现 两 者 的 3D 结构 完全 重合 , 均 含有 GHF1 p- 
TFRGES MLAN (a/b ) 8-TIM TUE TAE. TE NCBI 数据 
库 中 进行 BLASTP 同 源 序列 分 析 , 近 暗 散 白蚁 的 内 
源 性 RpBg7 的 氨基 酸 序列 与 其 他 18 种 昆虫 的 序列 
同 源 性 较 高 ,其 中 RpBg7 的 氨基 酸 序列 与 栖 北 散 白 
By Reticulitermes speratus 的 B- 葡 糖苷 酶 (CenBank X* 
录 号 : AB915866. 1) 序列 一 致 性 最 高 (88. 33% ) 。 
其 次 是 与 台湾 乳白 蚁 (CenBank 登录 号 : JN565079. 1, 
86. 4696) , XH E HIX Odontotermes formosanus 
(GenBank 登录 号 : GUS91172.1, 82.5596) ftl IÈ 
锯 白 蚁 Microcerotermes annandalei ( GenBank 登录 号 : 
KU170546. 1, 81.6696 ) ,与 其 余 的 物种 同 源 和 蛋白 氮 
基 酸 序列 一 致 性 均 在 6096 以 下 (图 1) 。 结 合 序列 
比 对 的 情况 ,我 们 推测 第 187 和 394 位 的 谷 氨 酸 
(E) 为 其 催化 残 基 (图 1 中 红色 五 角 星 号 标注 ) , 众 
化 酸 / 碱 的 TXNEP 基 序 (X 是 琉 水 性 氨基 酸 残 基 ) 
位 于 B Jr£ 6 的 末端 ,催化 的 亲 核 体 LVTENG 基 序 
位 于 B HÆ 11 的 末端 ,这 也 是 典型 的 CHF1 家 族 的 
村 征 ;第 39 位 的 谷 氨 酰胺 (Q)、 第 142 位 的 组 氨 酸 
(H) 、 第 143, 436 和 444 位 的 色 氨 酸 (W) , 555 186 和 
441 AIRIAN) E 330 位 的 苏 氨 酸 (T) 、 第 
443 和 450 位 的 谷 氨 酸 (E) 和 第 452 位 的 茶 丙 氨 酸 
(F) 为 糖苷 的 糖 基 结 合 客 
的 残 基 ( 图 1 中 绿色 倒 三 角 标 注 ) ;第 190 和 247 位 
BA 2 Re (V) 、 第 249 位 的 精 氨 酸 (R) 、 第 331 位 的 
酷 氨 酸 (Y) .第 332 位 的 丙 氨 酸 (A) 和 第 366 位 的 
EAR (W ) 为 糖 基 配 基 结 合 客 
pockets ) 的 残 基 ( 图 1 中 蓝 色 圆 点 标注 ) 。 



















































































(glycone-binding pockets ) 








( aglycone-binding 


2.2 近 暗 散 白蚁 B- 葡 糖 将 酶 基因 RpBg7 的 系统 进 
化 位 置 

利用 MEGA 7 (7. 0.14) 软 件 ,采用 最 大 似 然 法 
进一步 分 析 了 近 暗 散 白 蚁 B- 葡 糖苷 酶 基因 RpBg? 
的 进化 位 置 。 我 们 以 黄粉 虫 Tenebrio molitor 为 外 
群 ,将 近 暗 散 白蚁 RpBg7 氨基 酸 序列 与 18 种 昆虫 
的 相近 基因 进行 了 进化 树 分 析 结 果 表 明 ( 图 2)。 结 
果 表 明 , 近 暗 散 白蚁 RpBg7 SAIA NAS B- 葡 糖 
苷 酶 的 进化 关系 最 近 , 其 次 是 与 台湾 乳白 蚊 。 但 是 
同 为 散 白 蚁 属 的 美洲 散 白 蚁 Reticulitermes flavipes £j 
与 近 瞳 散 和 白蚁 关系 较 远 , 与 格 斯 特 乳 白蚁 
Coptotermes gestroi 和 黄 翅 大 白蚁 Macrotermes barneyi 
进化 关系 比较 近 ( 图 2) 。 这 与 上 述 氨 基 酸 序列 分 析 
同 源 性 较 高 结果 一 致 。 
2.3 近 暗 散 白 蚁 B- 葡 糖 背 酶 RpBg7 在 毕 赤 酵 母 中 
表达 及 酶 活性 

从 克隆 载体 bpPICZaA 上 PCR 扩 增 引入 酶 切 位 
点 的 目的 基因 (图 3) ,从 图 中 可 以 看 出 扩 增 效果 较 
好 ,无 非特 异性 条 带 ,可 以 切 胶 回 收 。 构 建 的 
RpBg7-pPICZaA 重组 质粒 双 酶 切 验证 (图 3) 显示 载 
体 已 成 功 构建 ,经 过 测序 显示 无 突变 、 移 码 和 碱 基 增 
减 等 情况 ,确定 连接 成 功 , 可 以 向 毕 赤 酵母 中 转化 。 
从 图 3 可 以 看 出 融合 表达 质粒 均 被 Stu. 工 完全 切 开 ， 
浓缩 之 后 使 用 电 转 化 法 转化 人 毕 亦 酵母 X-33 感受 
态 细胞 中 ,筛选 阳性 转化 子 进行 诱导 表达 。 

使 用 10% SDS-PAGE 电泳 检测 胞 外 分 泌 和 蛋白 
粗 酶 液 和 胞 内 蛋白 粗 酶 液 目的 蛋白 表达 情况 ,发 现 
胞 内 蛋白 粗 酶 液 在 57 kD 处 有 清楚 的 目的 蛋白 条 带 
(图 4, 红 色 第 头 所 示 ) ,而 胞 外 分 泌 蛋 白 粗 酶 液 末 检 
测 到 目的 条 带 ( 文 中 未 显示 )。 用 pPNG 检测 RpBg7 
在 胞 外 分 泌 和 蛋白 粗 酶 液 和 胞 内 和 蛋白 粗 酶 液 的 酶 活 
性 , 均 可 以 检测 到 酶 活性 。 发 现 RpBg7 在 胞 外 分 泌 
蛋白 粗 酶 液 中 的 酶 活性 为 4.43 U ,在 胞 内 蛋白 粗 酶 
液 中 的 酶 活性 为 7.47 U, 




















































































































3 讨论 

Cazy 数据 库 ( http : / www. cazy. org) 将 目前 发 
现 的 B- 葡 糖苷 酶 依据 序列 的 一 致 性 分 成 GHI, 
GH3, GH5, GH9, GH30 和 GH116 共 6 个 家 族 当 
中 ,目前 发 现 的 B- 葡 糖苷 酶 多 属于 GHI 和 GH3 家 
族 。B- 葡 糖苷 酶 GH1, GH5 和 CH30 家 族 属 于 Clan 
A 超 家 族 , 酶 结构 旦 保守 的 (B/a)s 桶 状 结 构 ,催化 
通道 呈 口 袋 状 。 本 实验 克隆 并 表达 了 近 暗 散 白 蚁 的 
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HpBG | NGSDNVATDDSSTERSLSVNSH LKEPAGELFGVATS AYQVEGAMNEDGKGESI WDRETHDHPEVI KDKSTGDVACNSYHMYKEDVRMEKELGVHFYRESVSWPRILPTGYDNVVN 115 
CBG NSA. LKEPDGELFGVATSSYQI EGAMKEDSKGESI WDRETHDRPEVI KDKSTGDVACNSYRLYEEDVRMEKDLGVHFVRESISWPRILPTGHDNVVN 96 
MaBG. MAA. LEFPAGELFGTATSAYQI EGAMKEDGKGESNWDRLTHDHPEI I KDKS TGDVACNS YHL YKEDVRNLKELGVNF YRFS VSWSRI LPTGHDNVVN 96 
OBG i ei CAFPAGELFGTASSS YOVKGGWNENGKGESI MDRETHDHPEI I KDKSTGDVACNSYHL YKENVRMEKELGVHF YRES VSWPRI EPTGHDNVVN 96 
LIBG NSEETSI RAG. RREPDGHI 1 GTGTSAHQI BGAWNVDGKGE SI WDRI VHDRPEKVADGTNADVACDS YHF YKQDVKI I KELGFDF YRESI SWSRVEPTGEAHI V 103 
PaBG. — NESHNLLFLFSLATGLFGAVHGAPEDKVPDSLKDYAFPDGELF GTATSS YGVEGAWLEDGKSLNI MDTLTHNKSNLI SDRSNGDVACDS YHKYKEDVQLEKELGVNF YRESVSNSRI LPTGHI NVVN 127 
PasBG - NAKFSAVYF VALLVAVSGAAH. . . EEHSRTKRCAYTEPDGELLGAATAS YQVEGAMDEDGKTSSI MDTQTHDKNYLI ADHTTGDI ACDS YHKYDVDVQMERDLGVDF YRESFSWPRI LPDGHGNRIN 124 
NkBG NWVHTFFF VI LLVVVSGARRDVASSDT VYTEPDEFKLGAATAS YQI EGAWDENGKGPNI MDTLTHEHPDYVVDGATGDI ADDS YHLYKEDVKI LKELGAQVYRFSI SVARVEPEGHDNI VN 121 
McBG. NKFQTVCFFI L VTTGFAEFPDG. FLEPDDELLGAATAS YQI EGGWDADGKGDNI MDTLTHERP QYVDDHS SGDVADDSYHLYLEDVKLEKANGAQWYRESI SVARI LPEGHDNYVN 115 
SsBG NKFQTVCPDI LVRTGF AGFHAN. . . LTEPDGELLGAATAS YGI EGGWDAYGKGCNI MDTETHEYWKLVEDTDTGDVADDSYHLYQEDVKWLKANGAQWYRESI SVARI LPEGHDWCIN 115 
NBG NKFQTVCFI LVT. TGFAAAHDN. . FAFPDGFLLGAATASYQI EGGWDADGKGVNI MDTETHERPFL VADRSTGDVADDSYNLYNEDVKLLKNNGAQVYRESI SVARI LPEGHDNKIN 114 
RbBG NKFQTVCFVI I VKTGFAAGQDN. - - - LAFPDGELLGAATAS YO! EGGWDADGKGVNI MDTETHEHPVF VDDAYTGDVADDSYHLYNEDVKQELKNNGAQVYRESI SVARI LPEGBDTI IN 115 
ABG cce NMKFQTVCI VVI VTI GFAAGHDN. ........ . TTEPDGELLGAATAS YGI EGGWNADGKGVNI WDTLTHERSI YVEDKYNGDLADDSYNLYNEDVKHEKNNMGAQLYRESISVWARILPEGHDYKIN 115 
MbBG NRFQTVCFFI FVTSAFGADVDNE NK. LVTEPDGELLGAAT AS YQVEGGWDADGKGVNI WDTLTHERPQL VVDHSSGDVADDSYHLYTEDVKLELKNNGAQVYRESISVARILPEGHDNI VN 118 
MsBG NRFQIVCFFI FVTTAFGADVDNE. ..T LVTEPDGFELLGAATASYQI EGGWDADGKGVNI MDTLTHERPHL VVDQS SGDVADDS YHHYTEDVKLEKDNGAQVYRESI SVARI LPDGHDNKVN 118 
RfBG . NRLQTVCFVI FVTAVFGADVDNE. .. T.. LFTFPEDEKLGAAT AS YQI EGGMNADGKGVNI WDTLTHERSQLVVDKSSGDVADDSYHLYKEDVKLLKNNGAQLYRFSISVARILPEGHDNKVN 118 
CgBG NRFQTLCLVVF VTTVF GDDVDNE 3. LVTEPDDFKLGAATAS YQI EGGWDADGKGP NI WDTETHERPHL VVDRSTGDVADDS YHL YLEDVQLEKDNGAE VYRES VS VARI LPEGBDNRVN 118 
TmBG ARGAI LLVI CASTI TLADVPD. - YYEPDGE VFGAATAAYQVEGGWDEDGKGE SI MDRGTHEHADWVADNS NGDI ACDSYHKYKEDVQNMLKTLGVNFYRESI AMSRVELPTGKADEVN 114 
Consensus 
ec 
RpBG VSE VAVCRW 250 
RsBG /SI VASCQW 109 
CBG AASCQW 231 
MaBG CAGI AYYNNLI NELI ANGI QPI V "SI VPGGFW 231 
omg  EAGI AYYNNLI NELI ANGI QPM TV 231 
LBG  DLGVEYYNNLI DELLENNI QP WTM p 237 
FaBC CAGI DYYNNLI NELL ANGI CPMVTMIEVMBS 262 
PasBG CAGI DYYNKLI DLE VANNI gva BDL PC 259 
NkBG 256 
McBG. 250 
SBC 250 
NIBG 249 
RbBG TRGI DYYNRLI NTELDNGI EPI WSI 250 
AsBG EAGI DYYNRLI NALLDNGI EPI VTI 250 
MbBG GAGI DYYNNLI NLELDNGI QPLVTV 253 
MsBC CAGI DYYNNLI NLELDNGI QPVVTMISM 253 
RfBG CAGI EYYNKLI DELLDNGI EPVVT NV YE 253 
CgBG 253 
TmBG 249 
Consensus 
RpBG IES. NTDSKEEEKAAERARQNH. FFVRQ. SDEDSVFLSDTGVVSI PNDKYATASSE]| 378 
RsBG IEP. TTDSKEEEEAAERARQI N. FFVRQ. SDEDSVFLSDTGVVSI PNDKYAT AASE| 237 
CIBG | I EP. TTDSEEEEEAAERARQNH. IFTYQ. SDKGEFI FTDNGVARI RHDKYANAASG 359 
MaBG MQP. TSDSKDEEEAAARAQENQ FFTLQ. SKEESNFLKDTGVANI QDDKYPS AASE] 359 
OfBG IEP. IT DSNEEEESASRVRQNH. FFTYR... SESESLLLLGTGVANI ANEKYATGSS 359 
LIBG HFP. KTDSKEDLEAAERANGF Q. ;cqv 'SDDPEGNF QP WYTHKYMNI S YSDCKS GKRSHI A 369 
PaBC CEP. RDNI TEDI AACNRNQEF N. FYGSPLTYTGEPTFT. KDVGI LNNPDF S WPGSAST Ws 392 
PasBG CFN. YONTTEYGDACERQQQFE. ^ - NYAI PYDGTNDP ASDQKDHGYYLTKDP NWPGSAS Sd 390 
NkBG CEP. ATNSAEDRASCENYQQOFN. - LLGKSGVEGYEPSRY. RDSGVI LTQDAAVPI SASS| 386 
McBG CEP. ETSD. . DVDACDRYYQF N. - VRGREGVRGGSPSRS. RDSGM RFLDPKWPGSASS| 378 
SsBG CEP. FCTL. . HQDRCERYQKFI . . FLGFDGVGGL VPSKG. RDVGKI RSQDPKWPASASS| 378 
NBG CEP. LTPD. . YTEACERYQGFC. - YVGLNGVVGGI PSRE. RDNGTI VLQDPNWPVSASS| 377 
RbBG CEP. LTPD. . FTERCERYQQFQ. QVGLNGVVGGI PSRE. RDMGTI VLQDPNWP VSASS| 378 
AsBG CEP. ISTN. . QVDACERYQQFH. . . NLGKRGVTGGI PSKG. RDTGAI LSQDAE VPE SASS| 378 
MbBG  CQP. ETSD. .DVDACDRYYQFN . . VWGREGVEGGSPSRS. RDSGNI QFLDPS WPESASS| 381 
MsBG CEP. VSSG. . DVAACDRYLPGRPLEI F AH - VWGQEGVEGESPSRT. RDSGMI QF QDPNWPGSASS| 382 
RfBG CEP. VTNSTKDVEACERYQQGF N. LGI YAHYI VTGADGVEGEPPSRY. RDVGAI TSQDPDWPESAS SJS 383 
CgBG CEP. ETGSPKDVEACERYQQGF N. LGI YAHg - VVGRDGVEGEPPSRY. RDMGAI I SQDPEWPESAS SI 383 
TmBG  HEPNYADRETDQEASEVDNQLN. YGWF V! MISSDKVYF AEDGAGDHPSHY. ADTGVI GYQDAS WP GSAS SHM 380 
Consensus wl 
RpBG s. IBNFEWS SGY AEKFGL FHVDE NDPDRKRT AKKSAKFF SQI I KSNTI PVEFLGVESS. 494 
RsBG s 300 
CfBG s. [Dh [FESGAGYTERFGL F HVDENDPDRKRTAKKSAEFF SKÜT KSDAI PVEYLAVETSH. 476 
MaBG RS _ IBNFEWPSGYTEKEGLF HVDF NDP DRKRTAKKSAEVYS QI I KNKKI PVEF AEG. 472 
OBG ES _ IMDEEVASGYTEKFGLF HVDF NDPDRERTAKKSAEVF SEI I KSNKI PVEWLKL 472 
LIBG 'GD' IMMI INYEWFEGLRSTEGI VHVDYSSPERKRTPKKSAKFF QSEI ARRTE 478 
PaBG IL I.NEEWNNGYTQREGL YHVDFEDP NRARTI KESAKWYAEI I ATKQI BERFREE. 505 
PasBG NSI s. NL INFEWNQGYSEKFGL YQVDEEDP TRPRI MKESARVE QQI 1 ATROI BEAYRT 502 
NkBG s. M IMNFEWLRGYSEKFGI YAVDFEDP ARPRI PKESAKVL AEI VNTRKI PERFRD. 498 
McBG. s. IL: EWLRGYTEKFGVYEVDE NDPSRPRTPKESAKVLTEI FKTRRI PDRFLD. 490 
SsBG. S. IL. IENFEW.RGYTEKEGLHEVDE NDPSRPRI PKESAKVLTEI FKTRRI PDRFLD. 490 
NIBG SFS INL. EWLQGYTEKFGVYEVNEDDPSRPRTPKESAKVLTE] FNTRKI PDRFLD. ... 489 
RbBG FS.. M BNFEVLHGYTERFGVYAVNFEDDPGRPRI PKESAKVLTEI FNTRKI PERFLD... 490 
AsBG. B INL IENFEW. AGYTERFGVCDVDEDDP NRPRI PKESAKVLTEI FNTRKI PERFLD... 490 
MbBG. B. INL INFEWLRGYSEREGI HEVNF NDPSRPRTPKESAKVL TE] FQTRKI PDRFLD. . . 493 
MsBG. B. INL. IBNFEW.RGYTERYGI HEVNEI DPSRPRTPKESAKVLTEI YQTRKI PDRFVD. . - 494 
RfBG 5 M IMNFEWL RGYTEREGI HEVNE NDPSRPRVPKESAKVLTEI FNTRRI PERFLD. 495 
CgBC FS M. IBNFEVLRGYTERFGI HEVNEI DPSRPRTPKESARVLTEI FSTRQI PERFRD. 495 
TmBG s BANYYKQYL EI L |MENEEWNAGYTQREGNHYVDE DDP ERPRTRKLSS YVYNNI 1 TTRHYDWDYYPDWPPTQENK 501 
Consensus i d 
^g + 由 会 
到 1 近 暗 散 白蚁 与 其 他 昆虫 B- 葡 糖苷 酶 氨基 酸 的 序列 比 对 
Fig. 1 Multiple sequence alignment of B-glucosidase from Reticulitermes perilucifugus with the homologs from other insects 

















B- 葡 糖苷 酶 来 源 物 种 及 HE GenBank 登录 号 Origin species of B-glucosidases and their GenBank accession numbers; RpBG ; 近 暗 散 白 蚊 Reticulitermes 
perilucifugus, MN944395; RsBG: 栖 北 散 白 蚁 Reticulitermes speratus, AB915866. 1; CfBG: 台湾 乳白 蚁 Coptotermes formosanus, JN565079. 1; 
MaBG: X35 HEX Microcerotermes annandalei, KU170546.1; OfBG; HH + AH} Odontotermes formosanus, GU591172. 1; LIBG; 3& Hi H A W& 
Lygus lineolaris, KC702767.1; PaBG; ZW AW Periplaneta americana , KJ576835. 1; PasBG: WWE Panesthia angustipennis spadica, LC125463.1; 

NkBG ; 恒 春 新 白蚁 Neotermes koshunensis, AB073638.2; McBG: 炭 色 大 白蚁 Macrotermes carbonarius, KC533771.1; SsBG; EIER AH Sphaerotermes 
sphaerothorax, KC533773. 1; NiBG; 高 山 象 白蚁 Nasutitermes takasagoensis, AB508957. 1; RbBG; 球形 唆 白 蚁 Rhynchotermes bulbinasus， 
KC533772.1; AsBG; 施 瓦 兹 无 兵 蚁 Anoplotermes schwarzi, KC533770. 1; MbBG; H K AHX Macrotermes barneyi, JQ292845. 1; 一 种 小 白蚁 
Microtermes sp., KP849477.1; RfBG; 美洲 散 白 蚁 Reticulitermes flavipes, HM152540. 1; CgBG: 格 斯 特 乳 白蚁 Coptotermes gestroi, KC891004. 1; 
TmBG: 黄粉 中 AF312017.1. 红色 五 角 星 标示 第 187 和 394 (98-8088 CE) 为 RpBg7 的 催化 残 基 ; 绿 色 倒 三 角 标 示 催 化 酸 /三 
的 TXNEP 基 序 (X Zi iti 2 K PE AIER) LT. B dr 6 的 末端 ,催化 亲 核 体 的 VTENG 基 序 位 于 B Jr 11 的 末端 ,这 也 是 典型 的 GHF1 家 族 
的 特征 ;第 39 位 的 谷 氨 酰胺 (Q) 第 142 位 的 组 氨 酸 (H) 第 143, 436 和 444 位 的 色 氨 酸 (W) .第 186 和 441 位 的 天 冬 氨 酸 (N) 、 第 330 位 的 苏 
氨 酸 (T) .第 443 和 450 位 的 谷 氨 酸 (上 E) 和 第 452 位 的 茶 丙 氨 酸 (下 ) 为 糖 基 结 合 吉 的 残 基 。 蓝 色 圆 点 标示 第 190 和 247 位 的 缴 氮 酸 (V) 、 第 249 
位 的 精 氨 酸 (R) .第 331 位 的 酷 氨 酸 (Y) .第 332 位 的 丙 氨 酸 (A) 和 第 366 位 的 色 氮 酸 (W ) 为 糖 基 配 基 结 合 吉 的 残 基 。Red pentacle indicates 
Glu187/394 (E), the catalytic residues of RpBg7. Inverted green triangle indicates the TXNEP motif catalyzing acid/base at the end of the B-fold 6, and 
the L/VTENG motif catalyzing nucleophile at the end of the g-fold 11, the typical characteristics of GHF1 family. Gln39(Q) , His142(H) , Trp143/436/ 
444( W), Asp186/441(N) , Th:330( T) , Glu443/450( E) , Blue dots indicate Vall90/247 
(V), Arg249(R) , Tyi331( Y) , Gla332( A) and Trp366(W), 






































Tenebrio molitor , 





p 
















































































Phe452 ( F) are the residues of glycone-binding pocke 
the residues of aglycone-binding pockets. 


内 源 性 B- 葡 糖苷 酶 7 基因 RpBg7 ,通过 其 基因 序列 
的 生物 信息 学 分 析 , 发 现 该 B- 葡 糖 背 酶 是 典型 的 


GHI 家 族 基 因 , 具 有 GHI. B- 葡 糖苷 酶 典型 的 (ab) 
8-TIM 桶 形 裙 皱 , 即 口袋 状 ,GHI1 催化 活性 位 点 包含 
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图 2 最 大 似 然 法 构建 的 基于 昆虫 B- 葡 糖苷 酶 氨基 酸 序 列 的 系统 进化 树 


Fig. 2 Phylogenetic tree of B-glucosidase in insects constructed by the maximum likelihood method based on amino acid sequences 








图 中 昆虫 B- 葡 糖苷 酶 的 来 源 物种 见 图 15. Origin species of g-glucosidase is the same as Fig. 1. 
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图 3 上 毕 赤 酵 母 表达 载体 RpBe7-pPICZaA 验证 
Fig. 3 Verification of Pichia pastoris expression vector RpBg7-pPICZa A 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1; RpBg7 PCR 扩 增 产物 PCR amplification product of RpBg7 ; 2: RpBg7-pPICZo.A 融合 质粒 双 
酶 切 Double enzyme digestion of the fusion plasmid RpBg7-pPICZaA; 3: RpBg7-pPICZoA 融合 质粒 Stu 工 线性 化 处 理 Linearization of the fusion 
plasmid RpBg7-pPICZaA by Stu I ; 4: RpBg7-pPICZaA-X33 转化 子 基 因 组 PCR 产物 Genomic PCR product of the transformant RpBg7-pPICZaA- 


X33. 








两 个 保守 的 Glu, $Eyr N 端的 Glu 位 于 第 4 个 B 折 AFETE, P AE R di 0] 38) 7^ E 88-7 B3 8] 283 8 
合 片 上 ,在 催化 反应 时 提供 亲 核 基 团 ,靠近 C 端的 。 (Lynd et al., 2002; Liao et al., 2011) ,在 纤维 素 酶 














Glu 位 于 第 7 个 B 折 对 片上 ,在 催化 反应 时 提供 质 ”的 协同 作用 过 程 中 ,纤维 二 糖 的 堆积 
TOREJ, 2018)。 因 此 推测 , 近 暗 散 白 蚁 B- 葡 糖 。 制 EG 和 CBH 的 酶 活性 从 而 
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响 整 个 酶 系 的 水 解 





苷 酶 RpBg7 的 催化 位 点 是 Glul87 和 Glu394 ,也 具 效率 ( Holtzapple et al., 1990) ,所 以 gi fe tr de 
BC et HESS ERE dERUMEENUAEELAA ”纤维 素 分 解 为 二 糖 再 分 解 为 单 糖 的 酶 解体 系 的 关 





EWR. m B- 葡 糖苷 酶 作用 于 纤维 二 糖 在 内 的 键 限 速 酶 。 
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图 4 RpBg7 在 毕 赤 酵母 X-33 中 表达 产物 的 
SDS-PAGE 鉴定 结果 
Fig. 4 SDS-PAGE identification results of the expression 
products of RpBg7 in Pichia pastoris X-33 
M: 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: 空白 
pPICZaA-X33 胞 内 和 蛋白 Intracellular protein of the blank pPICZaA- 
X33, 2. RpBgT-pPICZaA-X33 胞 内 蛋白 (红色 箭头 所 指 ) 
Intracellular proteins of RpBg7-pPICZaA-X33 (indicated by red 


arrow). 


虽然 在 碳水 化 合 物 活性 酶 (CAZy ) 28645 EAE 
白质 数据 库 中 可 以 找到 很 多 的 B- 葡 糖苷 酶 ,但 是 酶 
活性 高 、 热 稳定 性 好 和 葡萄糖 耐 受 性 强 的 却 很 少 
( Cantarel et al., 2009; Cairns and Esen, 2010) , iz 
今 为 止 , 也 有 多 种 白蚁 的 内 源 性 纤维 素 酶 被 表达 , 原 
始 单 酶 活性 均 不 高 ,比如 黄 翅 大 白蚁 B-1,4 LOT 8j 
聚 糖 酶 的 酶 活性 为 14.1 U/mLCFEWESE, 2019) ,在 
枯草 芽孢 杆菌 Bacillus subtilis 中 表达 的 黄 翅 大 白蚁 
B- 简 糖苷 酶 活性 为 0.21 U/mL; 另外 也 有 白蚁 内 生 
VELA) ES , E135 6 om ZERLFF E Bacillus firms 的 纤维 
素 内 切 酶 (CMCase) 活性 是 95 U/mL (BERS, 
2019) , 黑 胸 散 白 蚁 Reticulitermes chinensis 肠 道 内 共 
生 枯 草 芽 胞 杆菌 的 B-1,4 Pj UIT SENE BET TEOS 
4.57 U/mL( 王 智 伟 等 , 2018 ) 。 本 研究 克隆 表达 的 
B- 葡 糖苷 酶 7 在 毕 赤 酵母 中 表达 的 酶 活性 为 7.47 
U/mL( 图 4) ,作为 生物 质 转化 的 工业 应 用 还 远 远 不 
够 ,但 是 它 是 来 源 于 天 然 生 物 材料 的 纤维 素 酶 ,可 以 
与 其 他 的 天 然 生物 系统 中 的 纤维 素 酶 高 度 协同 作用 
于 天 然 底 物 ,另外 也 应 该 具有 天 然 酶 的 酶 学 性 质 , 比 
如 温度 .pH 值 ,尤其 是 对 高 糖 底 物 的 耐 受 性 ,都 需要 
进一步 研究 以 适应 工业 需要 。 

相对 于 白蚁 的 防御 生物 材料 、 工 程 和 进化 方面 
的 研究 ,目前 人 们 理解 最 多 的 是 白蚁 的 木质 纤维 素 
降解 ,包括 白蚁 的 消化 和 肠 道 共生 物 的 互 作 ,及 一 些 
新 的 重组 木质 纤维 素 酶 的 重要 应 用 。 下 一 步 对 白蚁 









































研究 的 焦点 将 集中 在 如 下 方面 :一 是 白蚁 自 身 消化 
的 生物 质 预 处 理 的 进一步 探索 ;二 是 预 处 理 酶 的 开 
发 ,这 些 酶 是 针对 于 木质 纤维 素 生物 质 的 非 纤 维 素 
成 分 (例如 木质 素 和 其 他 酚 类 成 分 ) ,同时 也 包括 混 
合 酶 的 应 用 ;三 是 在 生物 反应 器 中 保护 微生物 和 酶 
的 抗 氧化 剂 和 解毒 酶 ;最 后 是 关于 生物 质 消 化 的 研 
究 ,最 大 的 需求 还 是 重组 酶 的 应 用 策略 ,这 包括 淡化 
合成 底 物 ,而 强调 实际 的 木质 纤维 素 物 料 ,而 且 用 更 
多 测量 底 物 消化 的 定量 方法 (Scharf, 2015) 。 
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